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Exendin-4 对 高 糖 条 件 下 人 系 膜 细 肥 细 肥 外 基质 代谢 的 影响 
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摘要 :目的 探讨 exendin-4 对 高 糖 条 件 下 人 系 膜 细胞 (HMC) 细 胞 外 基质 (ECM) 代 谢 的 影响 及 其 可 能 的 机 制 。 方 法 取 对 数 生 长 期 


的 HMC 分 为 正常 对 照 (NG) 组 渗透 压 对 照 (Man) 组 高 糖 (HG) 组 和 高 糖 联合 不 同 浓度 exendin-4(1、10、100 nmolyL) 组 。 体 外 培养 
HMC, 采 用 cck8 法 测 24 h HMC 增 殖 情况 ;Western Blotting 检 测 细 胞 培养 15 min 后 细胞 外 调节 激酶 (ERK)/p-ERK 和 蛋白 表达 情况 ， 
24h 后 工 型 胶原 .纤维 连接 蛋白 (EN) ,转化 生长 因子 B1(TGF-B1) 和 蛋白 表达 情况 。 结果 CCK-8 结 果 显 示 高 糖 诱导 HMC 24 h 后 可 
见 细胞 增殖 明显 增强 (1+0.06 vs 1.20+0.07,P<0.001) ,加 入 exendin-4 后 可 抑制 细胞 增殖 (1.12+0.02 vs 1.20+0.07,P<0.05,1.05 十 
0.08 vs 1.20+0.07,P<0.001)。 细 胞 培养 24h 后 ,与 NG 组 相 比 ,HG 组 细胞 工 型 胶原 .FEN\TGF-B1 和 蛋白 表达 量 均 显 著 增 加 (Ps< 
0.001); 与 HG 组 相 比 ,高 糖 联 合 exendin-4 组 1 型 胶原 .EN TGF-B1 和 蛋白 表达 量 均 显著 降低 (P<0.01)。 细 胞 培养 15 min 后 ,与 NG 
组 相 比 ,HG 组 细胞 ERK 磷 酸化 蛋白 表达 量 较 NG 组 显著 增加 (P<0.001); 与 HG 组 相 比 ,高 糖 联合 exendin-4 组 ERK 磷 酸化 蛋白 表 
达 量 显 车 下降 (P<0.001)。 渗 透 压 对 照 组 与 正常 对 照 组 各 指标 间 差 异 均 无 统计 学 意义 。 结 论 exendin-4 可 能 通过 抑制 TGF-B1/ 


ERK 通 路 活性 对 高 糖 条 件 FHMC ECM 代 谢 起 到 了 保护 性 的 调节 作用 。 
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Effects of exendin-4 on extracellular matrix metabolism in human mesangial cells 


cultured in high glucose 


XIAO Zhizhou, GUAN Meiping, ZHENG Zongeji, NA Yijie, WANG Ling, XUE Yaoming 
Department of Endocrinology and Metabolism, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China 


Abstract: Objective To explore effects of exendin-4 on the metabolism of extracellular matrix (ECM) in human mesangial cells 


(HMC) cultured in the presence of high glucose and explore the possible mechanism. Methods Human mesangial cells (HMC) 
were treated with exendin-4 under high glucose conditions. The cell proliferation was observed using CCK8 assay, and the 


expressions of collagen type L, fibronectin, transforming growth factor-B1 (TGFB1) expression and extracellular signal- 
regulated kinase (ERK) signaling pathway activity were assessed using Western blotting. Results Exendin-4 inhibited cell 
proliferation and the expressions of collagen type L, fibronectin and TGFB1 and reversed ERK phosphorylation in high 


glucose-induced HMC. Conclusion Exendin-4 can regulate ECM metabolism in HMC cultured in high glucose by inhibiting 
TGFB1/ERK pathway, suggesting the beneficial effects of exendin-4 in preventing and treating diabetic nephropathy. 
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糖尿 病 肾病 (DN) 是 全 球 范围 内 引起 凤 衰 的 首要 
因素 。 此 外 ,DN 可 增加 患者 的 心血 管事 件 及 全 因 死 
亡 率 "。 肾 小 球 系 膜 细胞 增殖 、ECM 沉积 和 肾 小 球 
基底 膜 增 厚 是 DN 的 主要 病理 改变 ”。Exendin4 是 一 
种 从 希拉 毒 蜥 的 唾液 中 分 离 得 到 的 含 39 个 氨基 酸 的 
多 肽 化 合 物 ”。 与 哺乳 动物 胰 高 血糖 素 样 肽 -1 
(GLP-1) 的 氨基 酸 序 列 53% 同 源 “"。 已 有 研究 表明 ， 
exendin-4 对 db/db 小 鼠 有 一 定 的 肾脏 保护 作用 ,对 
HMC 有 一 定 的 抗 纤维 化 作用 "。 但 是 exendin-4 发 挥 
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肾脏 保护 作用 的 机 制 尚 不 清楚 ,目前 关于 这 方面 的 研 
究 较 少 。 因 此 本 研究 采用 高 糖 刺 激 下 HMC 为 体外 模 
型 ,观察 exendin-4 对 高 糖 刺 激 下 HMC 损 伤 的 保护 作用 
并 探讨 其 可 能 的 保护 机 制 ,为 exendin-4 用 于 DN 的 治 
疗 提供 实验 依据 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 来 源 HMC 购 于 美国 Sciencell 公 司 

1.1.2 主要 试剂 耗材 Cell Counting Kit-8(CCK-8 试 剂 
盒 )( 划 云天 生物 ) ; Antibody p44/p42 MAPK (ERK1/ 
2) 、 Antibody Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Cell 
Signaling) ,Antibody B-actin( 中 杉 金 桥 生 物 ),Antibody 
TGF-betal (RnD) ,Antibody Fibronectin (sigma), Anti- 
body Collagen Type 1(merck millipore) , 抗 免 . 抗 鼠 殉 
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光 二 抗 (LI-COR Biosciences) ,exendin-4 购 于 sigma- 
Aldrich, DMEM 培养 基 、 胎 牛 血 清 、0.25% 胰 酶 购 于 
Gibco,0.45 hm PVDF 膜 购 于 Millipore。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 及 分 组 干预 HMC 细胞 培养 于 含 10% 
胎 牛 血清 青霉素 (100 U/mL) 和 链 考 素 (100 pg/mL) 的 
DMEM 低糖 培 养 基 中 , 置 于 37 5% CO; 细 胞 培养 箱 
内 培养 ,2~3 d 换 培养 液 ,细胞 生长 至 90% 融 合 时 传代 。 
细胞 进入 对 数 生 长 期 后 ,用 0.25% 胰 和 蛋白酶 消化 制 成 细 
胞 悬 液 后 分 组 用 于 实验 。 实 验 分 组 :正常 对 照 组 (NG 
组 ,葡萄糖 浓 度 $.6 mmolL) ,渗透 压 对 照 组 (Man 组 ， 
.6 mmo/L 和 葡萄 糖 +24.4 mmolL 甘露 醇 ) ,高 糖 组 (HG 
组 ,葡萄糖 浓 度 30 mmol/L) ,高 糖 联合 不 同 浓度 
exendin-4 组 (HG+1 nmol/L exendin-4 组 HG+10 nmol/L 
exendin-4 组 .HG+100 nmol/L exendin-4 组 )。 

1.2.2 HMC 增 殖 的 测定 取 对 数 期 生长 的 HMC 接 种 于 
96 孔 培养 板 中 ,使 每 孔 含 细胞 约 4x10 个 。 先 用 含 1% 
胎 牛 血清 的 培养 基 培 养 24 h, 使 细胞 同步 于 静止 期 , 按 
1.2.1 所 述 方法 分 组 培养 24 h。 终 止 前 1h 在 每 个 孔 内 
加 入 CCK-8 溶 液 10 岂 , 混 匀 后 37 继续 孵育 1 了 ,用 酶 
联 免疫 检测 仪 在 450 nm 波长 检测 每 孔 吸 光度 值 。 实 验 
重复 3 次 。 

1.2.3 Western Blotting 检测 [ 型 胶原 \FN、TGF-B1、 
ERK/p-ERK 表 达 HMC 分 组 同上 ,不 同 实验 分 组 干预 
结束 后 ,用 RIPA 裂解 液 提取 细胞 总 蛋白 ,BCA 法 测 蛋 
白 浓度 。 取 变性 蛋白 样品 20 pg 以 10% SDS- 聚 丙烯 酰 
胺 凝 胶 电 泳 分 离 ,PVDF 膜 转移 后 ,室温 封闭 1h 后 加 入 
1:1000 稀 释 的 一 抗 ,4 % 旷 育 过 夜 , 置 于 葡 光 二 抗 (1: 
15 000) 室 温 孵 育 1 h, 使 用 Odyssey 双色 红外 荧光 扫 摘 
成 像 系 统 获 得 图 片 ,运用 Quantity One 图 像 分 析 软 件 测 
得 条 带 灰 度 值 ,将 各 目的 条 带 与 内 参 条 带 比值 后 ,比较 
各 组 间 差 异 。 实 验 重复 3 次 。 

1.2.4 统计 学 处 理 所 有 数据 均 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 采 
用 SPSS 19.0 软 件 进行 统计 分 析 , 多 组 间 采 用 One-way 
ANOVA 进行 统计 ,两 两 比较 使 用 LSD 检验,P 值 小 于 
0.05 表示 差异 有 统计 学 意义 。 


NS nl 


2 结果 
2.1 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 HMC 增 殖 的 影响 

孵育 24h 后 ,NG 和 Man 组 细胞 增殖 无 明显 差异 。 
与 NG 组 相 比 ,HG 组 细胞 增殖 明显 增强 (1+0.06 vs 
1.20+0.07,P<0.001);1 nmol/L 浓度 的 exendin-4 对 高 糖 
诱导 的 人 系 膜 细胞 增殖 水 平 的 影响 无 统计 学 差异 。10、 
100 nmol/L 浓度 的 exendin-4 均 可 下 调 高 糖 诱导 的 
HMC 增殖 (1.12+0.02 vs 1.20+0.07,P<0.05, 1.05+0.08 
vs 1.20+0.07, P<0.001) , 日 exendin-4 浓 度 越 高 抑制 作 
用 越 明 显 ( 图 1)。 
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图 1 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 HMC 增 殖 的 影响 

Fig.1 CCK8 assay of effects of exendin-4 on proliferation 
of high glucose-induced HMC. ***pP<0.001 vs NG group; 
*P<0.05, “P<0.001 vs HG group. 


2.2 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 人 肾 小 球 系 膜 细胞 型 胶 
原 EN 有 蛋白 表达 的 影响 
孵育 24h 后 ,NG 和 Man 组 HMC 的 工 型 胶原 .EN 

蛋白 表达 量 无 明显 差异 。 与 NG 组 相 比 ,HG 组 蛋白 表 
达 量 显著 增加 (P<0.001) ;1、10、100 nmol/L 浓度 的 
exendin-4 均 可 下 调 高 糖 诱导 的 HMC 的 了 型 胶原 、FN 
表达 ,日 exendin-4 浓 度 越 高 抑制 作用 越 明显 (图 2)。 
2.3 exendin-4 对 高 糖 请 导 的 人 肾 小 球 系 膜 细胞 TGFPB1 
蛋白 表达 的 影响 

孵育 24h 后 ,NG 和 Man 组 HMC 的 TGFB1 和 蛋白 表 
达 量 无 明显 差异 。 与 NG 组 相 比 ,HG 组 蛋白 表达 量 显 
著 增加 (P<0.001) ;1、10、100 nmolL 浓 度 的 exendin-4 
均 可 下 调 高 糖 诱导 的 HMC 的 TGFB1 表达 ,日 
exendin-4 浓 度 越 高 抑制 作用 越 明 显 (P<0.01, 图 3)。 
2.4 HG 诱导 HMC 不 同时 间 点 ERK 磷酸 化 蛋白 的 表达 

图 4 显示 HG 0 min(HG 0)HMC 有 少量 磷酸 化 
ERK 和 蛋白 表达 ,HG 刺激 15 min(HG 15') 后 ERK 人 磷酸 化 
蛋白 表达 明显 增多 ,刺激 30 min(HG 30') 后 ERK 磷 酸 
化 和 蛋白 的 表达 开始 减弱 ,刺激 至 4 h(iHG 240')ERK 人 磷酸 
化 蛋白 的 表达 仍 未 消失 。 统 计 学 分 析 显 示 HG 刺激 各 
时 间 点 HMC 磷酸 化 ERK(p-ERK)/ 总 ERK(tCERK) 和 蛋 
白 相 对 表达 量 有 显著 差异 。 
2.5 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 人 肾 小 球 系 膜 细胞 ERK 磷 
酸化 蛋白 表达 的 影响 

2.4 节 结果 显示 HG 刺激 HMC 15 min 能 激活 
ERK, 增 加 ERK 人 磷酸 化 蛋白 的 表达 。 因 此 本 组 实验 各 
不 同 处 理 组 刺激 细胞 时 间 为 15 min。15 min 后 ,NG 组 
和 Man 组 的 ERK 磷酸 化 和 蛋白 表达 无 明显 差异 ,HG 组 
HMC ERK 人 磷酸 化 蛋白 表达 比 NG 组 明显 增多 (P< 
0.001) ,与 HG 组 比较 ,HG 联合 不 同 浓度 的 exendin-4 培 
养 细 胞 , 随 着 exendin-4 药物 浓度 的 增加 ,细胞 ERK 磷 
酸化 蛋白 表达 水 平 逐 渐 减 少 (P<0.001, 图 5)。 
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图 3 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 人 肾 小 球 系 膜 细胞 TGF-B1 蛋白 
表达 的 影响 

Fig.3 Effects of exendin-4 on TGF-B1 expression under high 
glucose conditions. A: Protein levels of TGF-B1 determined by 
Western blotting; B: Densitometry quantification of Western 
blotting results. ex-4: Exendin-4. ***P<0.001 vs NG group; “P< 
0.01, *P<0.001 vs HG group. 


讨论 

GLP-1 通 过 它 的 高 亲和力 受 体 , 人 胰 高 血糖 素 样 
上 肽 -1 受 体 (GLP-1R) 增 加 了 葡萄 糖 诱导 的 胰岛 B 细 胞 分 
泌 的 胰岛 素 ,抑制 了 胰 高 血糖 素 的 分 泌 。GLP-1R 存 在 
Be pase er Be nl 血管 

组 织 和 中 央 神 经 组 织 。 有 研究 表明 ,GLP-1R 的 表达 增 
多 可 在 人 肾 小 管 上 皮 细 胞 及 SD 糖尿 病 大 鼠 中 发 挥 凤 脏 
保护 作用 外 ,GLP1-1 还 可 与 肾 小 球 系 膜 细 胞 上 的 GLP- 


1R 绪 合 抑 制 糖 基 化 终 产 物 的 生成 ,起 到 局 部 改善 糖尿 
Re 但 是 内 源 性 的 GLP-1 会 迅速 被 二 肽 基 


肽 酶 (DPP-4) 降 解 ,限制 了 其 应 用 。 所 以 可 以 抵抗 DPP-4 
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原 .FN 和 蛋白 表达 的 影响 
Fig.2 Effects of exendin-4 on collagen type I and FN 
expressions under high glucose conditions. A: Protein 
levels of the FN and collagen type I determined by 
Western blotting; B-C: Densitometry quantification of 
Western blotting results; ex-4: Exendin-4. ***P<0.001 vs 
NG group;” P<0.001 vs HG group. 
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图 4 HG 诱导 HMC 不 同时 间 点 ERK 磷 酸化 蛋白 的 表达 
Fig.4 Effects of high glucose on ERK phosphorylation in 
HMC. A: Protein levels of p-EERK determined by 
Western blotting; B: Densitometry quantification of 
Western blotting results. ***P<0.001 vs HG 0' group; “P< 
0.01, *P<0.001 vs HG 15' group. 


的 GLP-1R 激 动 剂 ,比如 exendin-4 开 始 应 用 于 治疗 2 型 
糖尿 病 患 者 ,已 有 皮下 注射 针剂 获 美国 FDA 批准 如 艾 蹇 
那 肽 注射 液 。PARK 的 研究 表明 ,8 周 的 exendin-4 治 疗 
可 改善 db/db 小 鼠 的 糖尿 病 肾病 和 代谢 异常 。 

在 实验 动物 模型 中 , 系 膜 细 胞 增殖 常常 先 于 ECM 
的 沉积 ,其 为 凤 小 球 毛细 血管 的 一 部 分 ,被 碱 性 成 纤维 
生长 因子 刺激 后 开始 增殖 。 系 膜 细胞 增殖 受到 包括 血 小 
板 衍 生生 长 因子 在 内 的 自身 内 分 泌 机 制 的 调节 ""。 本 研 
究 通过 cck8 表 明 , 高 糖 可 诱导 系 膜 细 胞 增殖 ,与 文献 报 
道 一 致 站 。 同 时 本 研究 表明 exendin-4 可 以 抑制 系 膜 细 
胞 增殖 ,并 呈 浓 度 依 赖 性 

此 外 ,本 研究 表明 exendin-4 可 抑制 高 糖 刺激 导致 
的 了 型 胶原 .FN 表达 升 高 。1 型 胶原 FN 是 ECM 中 重 
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图 5 exendin-4 对 高 糖 诱导 的 人 肾 小 球 系 腊 细 胞 p-ERK 蛋 
白 表 达 的 影响 

Fig.5 Effects of exendin-4 on p-ERK under high glucose 
conditions. A: Protein levels of the p-EERK were determined 
by Western blotting; B: Densitometry quantification of 
Western blotting results. ex-4: Exendin-4. ***P<0.001 vs NG 
group; “P< 0.001 vs HG group. 


要 的 和 恒 白 ,在 系 膜 细 胞 中 高 糖 刺 激 引 起 的 I 型 胶原 FN 
表达 增多 导致 凤 小 球 硬化 加 速 ,抑制 I 型 胶原 FN 的 表 
达 可 减轻 肾 小 球 硬化 ”“”。TGF-B1 是 在 包括 糖尿 病 肾 
病 等 许多 肾脏 疾病 中 的 局 作 球 硬化 和 肾 间 质 纤维 化 中 
起 重要 作用 的 纤维 化 和 炎症 因子 ,高 血糖 引起 的 TGF-B 
1 的 异常 产生 导致 ECM 和 蛋白 的 过 度 沉积 ,例如 胶原 和 
FN ,最 终 导致 肾 小 球 系 膜 扩张 和 肾 小 球 基 底 膜 增 厚 “。 
因此 ,TGF-B1 被 认为 是 DN 治疗 中 的 一 个 干预 目标 。 
本 研究 表明 高 糖 刺激 的 HMC TGF-B1 和 蛋白 表达 升 高 ， 
exendin-4 处 理 可 抑制 TGF-B1 和 蛋白 表达 。 

丝氨酸 / 苏 氨 酸 重 白 激 酶 家 族 中 的 丝 裂 原 活 化 蛋白 
激酶 (MAPK), 可 受 多 种 细胞 外 刺激 调节 细胞 内 信号 转 
导 ,MAPK 亚 家 族 包括 ERK .c-Jun 氨基 末端 激酶 (JNK) 
和 P38 MAPK" ,已 有 研究 表明 TGF-B1 激活 非 经 典 
smad 通 路 的 ERK 通 路 以 后 ,可 增加 HMC I 型 胶原 的 合 
成 W。 男 有 研究 者 发 现 ,TGF-B1 通 过 ERK1/2 途径, 导 
致 凤 小 管 细 胞 ECM 沉积"”。TGF-B1/ERK 是 否 参 与 
exendin-4 对 DN 的 改善 尚 未 见 阐明 。 本 研究 表明 高 糖 
刺激 HMC 后 ERK 人 磷酸 化 蛋白 表达 明显 升 高 ,与 TGF-B1 
相关 ,exendin-4 处 理 后 可 抑制 ERK 磷酸 化 蛋白 表达 。 
由 于 MAPK 信 号 通路 之 间 存 在 交互 和 协同 作用 ,因此 
仍 需要 进一步 研究 它们 之 间 的 作用 及 作用 机 制 。 

综 上 所 述 ,exendin-4 可 通过 抑制 TGF-B1/ERK 信 
号 通路 抑制 高 糖 刺激 下 HMC 的 增殖 和 1 型 胶原 FN 的 
分 泌 , 且 该 抑制 作用 具有 一 定 的 量 效 关系 。 由 此 推测 ， 
exendin-4 可 能 在 延缓 DN 肾 小 球 硬化 的 进程 中 发 控 了 
积极 的 作用 。 
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